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沪
"$$N!$$$&

#!自由采食和饮水!

预饲
#

周后!随机分成对照组和试验组"每组
<

只!

鼠用颗粒饲料购于江苏省协同医药生物工程有限公

司#%试验组大鼠腹腔注射
7$=//6

7

"对照组大鼠

以生理盐水代替#!首次剂量为
&5>

&

?

)

@#

!以后每

AB#

次"剂量为$

A5>

&

?

)

@#

#!连续
7

周!每周称

重
#

次!尾静脉采血
#

次!动态观察大鼠平均日增重

7&A



!

A

期 李鹏飞等$血管紧张素转换酶
!

在中毒大鼠肝脏中的作用与机制分析

及血清中
'>C

和
'9C

活性的变化%

#C$

!

样品采集及处理

在试验第
"<

天宰杀大鼠!静脉采血!分离血清

和血浆!

@"$d

保存备用(迅速采集肝组织!一部分

放入液氮!随后转入
@<$d

冻存备用!另一部分用

7=

多聚甲醛固定%

#C&

!

测定指标

#L&L#

!

平均日增体质量和相对肝质量
!!

平均日

增体质量 "

)

&

B

@#

#

;

)

$

"本周体质量+上周体质

量#,

N

*,

(

(相对肝质量"

=

#

;

肝质量,体质量

#L&L"

!

肝损伤生化指标
!!

赖氏法测定
'>C

和

'9C

活性$酶活力用卡门氏单位表示"

#

卡门氏单

位
;$L7<"#Gb

&

>

@#

!

"&d

#

考马斯亮蓝法测定血清
CE

含量$

CE

含量

"

)

&

>

@#

#

;

"

'测@'空#,"

'标@'空#
"

/标

溴甲酚绿法测定血清
'D6

含量$

'D6

含量

"

)

&

>

@#

#

; '测,'标
"

/标

重氮法测定血清
CFG>

含量$待测样品血清
F*6

含量用
5

)

&

B>

@#表示

#L&LA

!

肝组织形态学观察
!!

肝组织用
7=

多聚

甲醛固定!常规组织切片制作%经脱水'透明'透蜡

后进行石蜡包埋!

&

$

5

连续切片!苏木精+伊红染

色!光学显微镜观察%

#L&L7

!

血浆
'(

)!

含量的
JG'

分析
!!

颈静脉采

血
75>

!迅速注入抗凝管中!

7d

!

A&$$1

&

5*(

@#

离心
#$5*(

!分离血浆于
@<$d

保存待测%按
'(

)

!

放射免疫分析药盒说明书步骤进行操作%

]HX!

#<"

放射免疫
%

!

计数器检测并获得数据%

'(

)!

试

剂盒灵敏度$

#$

O)

&

5>

@#

!批内变异系数
#

#$=

!

批间变异系数
#

#&=

%

#CD

!

肝组织
67(!

和
0-3

受体
4?E6

的
?*-FG,24*

H7?

分析

#L8L#

!

样品总
JK'

提取和反转录
!!

C1*3+6

一步

法抽提大鼠肝脏总
JK'

!经
:2E/

处理后用比色法

测定总
JK'

的浓度和纯度%用随机引物反转录样品

总
JK'

!反应体系为$总
JK'"

$

)

!

"L&

$

5+6

&

>

@#

随机引物!

#$55+6

&

>

@#

BKCE.

!

<bJK'

酶抑制

剂!

#$$ b

反转 录酶!

&

$

>&eFSPP-1

"含
"&$

55+6

&

>

@#

C1*.!V/6

O

V <fA

!

#& 55+6

&

>

@#

H

)

/6

"

!

AN& 55+6

&

>

@#

/̂6

!

&$ 55+6

&

>

@#

:CC

#!总体积
"&

$

>

%

#L8L"

!

引物设计
!!

根据
K/FG

网上大鼠
5JK'

序列"

'/2"

$

'[<<#"77

(

HI.

$

KH$#"N&N

(

&

!IQ,*(

$

']#""%$"

#!用
E1*5-1&L$

软件设计上下游引物!

由上海英骏生物技术有限公司合成!引物序列及参

数见表
#

%

#L8LA

!

JC!E/J

反应条件
!!

实时荧光定量
E/J

采用
9

4

D1W1--(

染料法%

E/J

反应总体积为
"&

$

>

!包括
"

$

> JC

产物'

#"L&

$

>9[FJ W1--(

HI.,-1H*Y

'

"

$

>

目的基因引物和
<L&

$

>

灭菌三

蒸水!

E/J

反应条件为$

%7d

预变性
#5*(

(

%7d

变

性
"$.

!

8"d

退火
A$.

!

N"d

延伸
A$.

!共
7$

个循

环%各样本结果均用其相应的
&

!IQ,*(

标准化!用相

对定量%%

/C

法进行数据统计%

表
#

!

!"#!

$

$%&

和
!

'%()*+

基因引物参数

I-@F*#

!

H-;-4*,*;35)

J

;24*;

J

-2;3)5;!"#!

%

$%&-./

!

'%()*+

K

*.*3

基因

W-(-

基因库序列编号

W-(FI(?IQQ-..*+((S5D-1

引物序列

E1*5-1..-

a

S-(Q-

"

&g!Ag

#

引物方向

_1*-(,I,*+(

产物,
D

O

E1+BSQ,.*3-

!

B$"#() ']#""%$"

///CWCW/CW/C/'//W'

'/'WCWCWWWCW'////WC/

]+1\I1B

J-0-1.-

#N$

!./" KH$#"&77

''C/WC'WW/C/CWWW/CCWW

CC/W'C/''/CWWCCC/WWCCWC'

]+1\I1B

J-0-1.-

#%<

<$8 KH$#"N&N

CW'/'W//'C/'WCWCWW'W'

W/'CW'''WCW///'/'WW'

]+1\I1B

J-0-1.-

##8

#CL

!

肝组织
!"#!4?E6

原位杂交分析

试剂盒购自武汉博士德生物技术有限公司!试

验过程参考了-组织病理学技术.%

#CM

!

结果处理

数据采用
9E99#8L$

进行独立样本
#

检验和

_(-!ZI

4

'K_̀ '

方差分析!统计结果以平均数
M

标准误"

H-I(M92

#表示%

"

表示差异显著"

$L$#

#

0

#

$L$&

#!

""

表示差异极显著"

0

#

$L$#

#%

!

!

结
!

果

!C#

!

大鼠平均日增体质量

由图
#

可以看出!与对照相比!试验组大鼠各周

&&A
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!

平均日增体质量都显著降低"

0

#

$L$&

#!由图
"

可

知试验组大鼠相对肝质量提高了
7N=

"

0

#

$L$#

#!

这提示经
//6

7

处理的大鼠肝脏肿大!平均日增体质

量下降%

与对照组相比!

"

0

#

$L$&

!

""

0

#

$L$#

%下同

/+5

O

I1-B\*,RQ+(,1+6

)

1+S

O

!

"

0

#

$L$&

!

""

0

#

$L$#L

CR-.I5-I.D-6+\

图
#

!

大鼠平均日增体质量

N2

K

O#

!

6>*;-

K

*/-2F

<

B*2

K

1,

K

-2.5);-,3

图
!

!

大鼠相对肝质量

N2

K

O!

!

?*F-,2>*B*2

K

1,5)F2>*;2.;-,3

!C!

!

大鼠血清中
6=I

$

6PI

$

6F@

$

IH

及
IQ8=

含量

从图
A

和图
7

可以看出!与对照组大鼠相比!试

验组大鼠第
#

'

"

'

7

周
'>C

和
'9C

的活性都显著

升高"

0

#

$L$&

#!

"

组大鼠第
A

周
'9C

和
'>C

的活

性没有显著差异!提示大鼠肝损伤过程中血清
'9C

和
'>C

活性增强%由表
"

可知试验组大鼠血清

'6D

和
CE

含量显著降低"

0

#

$L$&

#!

CFG>

含量变

化无显著差异%

图
%

!

大鼠血清
6=I

活性

N2

K

O%

!

I1*-+,2>2,

<

5)3*;:46=I2.;-,3

图
$

!

大鼠血清
6PI

活性

N2

K

O$

!

I1*-+,2>2,

<

5)3*;:46PI2.;-,3

表
!

!

大鼠血清白蛋白$总蛋白和总胆红素含量 "

.RM

#

I-@F*!

!

I1*+5.,*.,35)3*;:46F@

$

IH-./IQ8=2.;-,3

"

.RM

#

组别
W1+S

O

白蛋白,"

5

)

&

5>

@#

#

'6D

总蛋白,"

5

)

&

5>

@#

#

CE

总胆红素,"

5

)

&

B>

@#

#

CFG>

对照组
/+(,1+6

)

1+S

O

A"L&M"L"" &&L&M"LAN "L7<M$L#"

试验组
2Y

O

-1*5-(,

)

1+S

O

"7LNM"L$N

"

7ALAM"L<7

"

"L7<M$L#N

!C%

!

组织学观察结果

对照组大鼠肝脏呈鲜红色!表面光滑!边缘整

齐!肝细胞索呈放射状排列!小叶中央静脉完整!汇

管区纤维结缔组织较少(试验组大鼠肝脏体积明显

缩小!与周围组织粘连!中央静脉周围有不同程度的

肝细胞变性'坏死!肝窦受压变窄!汇管区及坏死区

有大量纤维结缔组织增生!部分相互连接形成假小

叶%

8&A
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期 李鹏飞等$血管紧张素转换酶
!

在中毒大鼠肝脏中的作用与机制分析

'

"

7$e

#'

F

"

"$$e

#是对照组大鼠(

/

"

7$e

#'

:

"

"$$e

#是试验组大鼠

G(.-Q,*+(.P1+5Q+(,1+6

)

1+S

O

1I,.

!

'*.7$e

!

I(BF*."$$e

(

*(.-Q,*+(.P1+5-Y

O

-1*5-(,

)

1+S

O

1I,.

!

/*.7$e

!

I(B:*."$$e

图
&

!

大鼠肝组织
S(

染色结果

N2

K

O&

!

I1*,233:*3,;:+,:;*5)F2>*;@

<

S(

!C$

!

67(!

原位杂交结果

'/2"

原位杂交产物主要位于胞质!呈棕黄色

和棕褐色!胞核呈蓝紫色%由图
8

可以看出!正常大

鼠
!./"5JK'

着色较少!主要集中在中央静脉周

围细胞!而试验组大鼠
!./"5JK'

分布较广!大

量出现在病变区域'胆管周围细胞'血管及微管内皮

细胞中%

'

和
F

为对照组!其中
'

不含
'/2"

探针(

/

和
:

为试验组!其中
/

不含
'/2"

探针

'I(BFI1-Q+(,1+6

)

1+S

O

!

I(B,R-1-*.(+

O

1+D-.+P'/2"*('

(

/I(B:I1--Y

O

-1*5-(,

)

1+S

O

!

I(B,R-1-*.(+

O

1+D-.+P

'/2"*(/

图
D

!

大鼠肝脏
!"#!4?E6

原位杂交图"

!"T

#

N2

K

OD

!

I1*/23,;2@:,25.5)67(!5.F2>*;@

<

8PS

"

!"T

#

!C&

!

大鼠血浆
6.

K

!

含量

由图
N

可以看出!与对照相比!试验组大鼠血浆

中
'(

)!

略有升高!但差异不显著%

!CD

!

大鼠肝脏中
67(!

和
0-3

受体的
4?E6

表达结果

图
<

表示实时荧光定量
E/J

检测大鼠肝脏中

'/2"

和
HI.

受体的
5JK'

表达!与对照组相比!

试验组大鼠肝脏中
'/2"

和
HI.

受体的
5JK'

的

表达均显著上升"

AL"#M$L&"0.#L$AM$L##

!

0

#

$L$#

(

#L87M$L""0.#L$"M$L#$

!

$L$#

#

0

#

$L$&

#

%

!

讨
!

论

//6

7

对肝脏毒害与其在代谢过程中产生的自

由基及由自由基引发的脂质过氧化反应密切相关!

N&A



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
7#

卷
!

图
L

!

大鼠血浆
6.

K

!

含量

N2

K

OL

!

I1*+5.,*.,5)

J

F-34-6.

K

!

2.;-,3

图
M

!

大鼠肝脏
67(!

和
0-3

受体
4?E6

的表达

N2

K

OM

!

I1**U

J

;*3325.5)67(!-./0-3;*+*

J

,5;4?E62.

F2>*;5);-,3

//6

7

在肝微粒体细胞色素
E7&$

激活下生成三氯甲

基"

!//#

A

#继而生成自由基
//#

A

__!

!它与肝细胞

内大分子发生共价结合!可攻击膜下不饱和脂质!引

起脂质过氧化!导致钙内环境稳态的紊乱!最后引起

细胞死亡)

<

*

!肝细胞膜受损!细胞内酶外漏!血清中

'>C

和
'9C

活性增强%血清白蛋白"

'6D

#主要由

肝脏合成!在生理状态下
'6D

相对恒定!肝细胞受

损时!

'6D

合成下降%血清总胆红素"

CFG>

#增高可

反映肝损伤后胆红素代谢转化和排泄障碍!检验血

清中
'>C

和
'9C

活性'

'6D

以及
CFG>

含量可反

映肝功能损伤程度)

%

*

%本试验中!经
//6

7

处理后!

大鼠平均日增体质量'血清
'6D

和
CE

含量均显著

下降"

0

#

$L$&

#!而相对肝质量'血清中
'>C

和

'9C

活性都显著升高"

0

#

$L$#

#!组织学观察表明$

试验组大鼠肝细胞有变性坏死现象!肝细胞索排列

紊乱!汇管区有大量纤维结缔组织增生%平均日增

体质量'血清生化指标和组织学观察三方面的结果

充分证明本试验用
//6

7

诱导肝损伤模型成功%值

得一提的是$大鼠染毒
#

周后其血清
'>C

和
'9C

的活性增强了近
#$

倍!但到第
"

周有所下降!到第

A

周趋于正常水平!而第
7

周的时候又显著升高!这

一趋势与大鼠平均日增体质量呈负相关!说明
//6

7

诱导的肝脏是一个/损伤+修复+再损伤0的恶性循

环!最终导致肝纤维化%

大量研究表明
'/2"

在高血压'心衰竭及肾病

过程中发挥着与
'/2

相反的作用!最近还发现它

在
9'J9

"

9-0-1-IQS,-1-.

O

*1I,+1

4

.

4

(B1+5-Q+1+!

(I0*1S.

#引起的肺损伤也起到保护作用)

A

*

!但它在

肝损伤发生发展中的变化如何研究较少%

V-1!

I,R

)

8

*小组的研究发现$肝损伤时!肺'肾和胰脏中

'/2"

的活性并没有增加!提示
'/2"

的分布存在

组织差异性!并推测
'/2"

的作用是局部性的参与

抗损伤!因此在研究
'/2"

的时候!必须把组织特

异性这一因素考虑进去%本研究中我们用
J-I6!

,*5-E/J

和原位杂交的方法发现!与对照相比!试

验组大鼠
!./" 5JK'

表达极显著升高"

0

#

$L$#

#!主要分布在中央静脉周围细胞'病变区域'胆

管周围细胞'血管及微管内皮细胞当中!这与
/RI(!

BI(IF

小组的报道相符%

同时我们还检测了肝组织中
HI.

受体
5JK'

的表达和血浆
'(

)!

含量!结果显示$

<$85JK'

表达显著升高"

0

#

$L$&

#!而
'(

)!

的含量没有显

著性变化%

'(

)!

可激活有丝分裂源活化蛋白激酶

"

5*!,+

)

-(!IQ,*0I,-B

O

1+,-*(?*(I.-.

!

H'Ê

#信号

通路参与内皮细胞的分化和增殖!它可活化内皮和

血管平滑肌黄嘌呤氧化酶!黄嘌呤又可增加
J_9

的

产生!通过消耗内皮
K_

!

J_9

可直接或间接损伤血

管功能导致内皮机能障碍)

#$

*

%本试验两组大鼠血

浆中
'(

)!

含量没有显著差异!推测这可能是组织

和血浆中
'/2"

活性增强!加速了
'(

)!

的代谢有

关%之前也有类似报道)

8

*

$胆管结扎大鼠肝纤维化

过程当中!第
#

周大鼠
'(

)!

含量显著升高!到第
"

周和第
A

周的时候没有变化!而到第
7

周的时候又

显著升高%

'/2"

催化
'(

)!

转化生成
'(

)

"

#!N

#的能力

是其催化
'(

)

G

转化生成
'(

)

"

#!%

#能力的
7$$

倍!

是
'(

)

#!N

生 成 酶+++

O

1+6

4

6+6*

)

+

O

-

O

,*BI.-

和

O

1+6

4

6QI1D+Y

4O

-

O

,*BI.-

的
#$

到
8$$

倍)

##

*

%

'(

)

#!

N

通过其自身受体
HI.

'血管紧张素受体
'C

"

与内

皮细胞缓激肽"

D1IB

4

?*(*(

!

F̂

#

"

型受体"

F"

#信号

途径交叉对话"

Q1+..,I6?

#!促使
F̂

释放
K_

)

#"

*

%

K_

是一种强烈的舒血管物质!能降低全身各种血

<&A
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期 李鹏飞等$血管紧张素转换酶
!

在中毒大鼠肝脏中的作用与机制分析

管床的静息张力!参与肾脏排钠和肾素释放的调节!

同时具有抑制血管平滑肌细胞增殖'抗血小板黏附

聚集以及抗氧化应激等生理特性!在维持血管张力

恒定和调节血压稳定中起着重要作用)

#A

*

%另外!

'/2"

通过
'(

)

#!N

促进活性氧不敏感的
'C

#

!F"

异源二聚体的形成而间接抑制
'C

#

作用!减小
K_

的消耗!增强机体抗氧化应激的能力)

#7

*

%

本研究发现
//6

7

诱导的肝损伤大鼠
'/2"

和

HI.

受体的
5JK'

表达均显著升高!说明
'/2"

在抗损伤过程中发挥着重要作用!这一作用主要通

过激活
'/2"!'(

)

#!N!HI.

轴颉颃
'(

)!

来实现!

但
'/2"

如何被激活与调节仍然不清楚!它与
J'9

系统另一条通路
'/2!'(

)!

!'C

#

轴之间的关系与

作用也有待进一步研究%
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